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摘 要：利用 RAPD-PCR 及 ISSR-PCR 两种分子标记技术对长江出海口两年 3 个群体的 52 条刀鲚（ Coilia
ectenes）进行群体遗传结构的分析。在 3个群体中，利用 RAPD-PCR标记技术，15个 10 bp随机引物共检测到
110条带，多态性为 0.490 ~ 0.657，Shannon多样性指数为 18. 63 ~ 22. 38，Nei平均遗传距离为 0. 1195 ~ 0. 1454；
而利用 11个 ISSR引物所获得的相应结果分别为 67、0. 576 ~ 0. 682、11. 56 ~ 13.66以及 0. 117 ~ 0. 147。相关性
分析表明这两种技术所获得的上述数据呈正相关（r = 0. 95，P < 0. 05）。AM0VA结果显示，3个群体按采集时
间划分成的两年之间的遗传变异不超过总变异的 1. 1%，同一年内群体间的遗传变异也分别只占总变异的
6.99%（RAPD-PCR）和 2.75%（ISSR-PCR），群体内各个体之间的遗传变异占总变异的 96%（P < 0. 0001），说明
两年内所采集的 3个群体之间基本上没有产生遗传分化。基于样品之间的 Nei遗传距离所构建的 Neighbor-
Joining聚类图也清楚地显示出没有按采样的时间产生群体的遗传分化。对各样品之间的 Nei 遗传距离及
Neighbor-Joining聚类图分别经 Mantel检测及支序分析，发现 ISSR-PCR技术所获得的结果与 RAPD-PCR技术的
结果不存在明显的正相关，但 ISSR-PCR标记技术具有在待测样品中能检测到高多态性等优点。
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Abstract：Population genetiC struCture and genetiC diversity of three populations of Coilia ectenes sampled from
Yangtze River from 2002 to 2003 were revealed by RAPD-PCR and ISSR-PCR markers . There were 110 bands



oCCurring in the three populations assayed by RAPD-PCR with fifteen 10-base primers，and the polymorphism was
from 0.490 to 0 .657，Shannon diversity index was from 18.63 to 22 .38，and mean Nei’s genetiC distanCe was from
0.1195 to 0 .1454 . In the meanwhile，there were 67 bands oCCurring in the three populations revealed by ISSR-PCR
with 11 primers，and the polymorphism was from 0. 576 to 0 . 682，Shannon diversity index was from 11. 56 to
13 .66，and mean Nei’s genetiC distanCe was from 0.1169 to 0 .1467 . These data respeCtively from the two markers
were signifiCantly positively Correlated（r = 0 . 95，P < 0. 05）. AM0VA analysis showed that the genetiC variation
between sampling years of the three populations aCCounted for less than 1 .1% of the total one，while this variation
between populations sampled in one year aCCounted for 6 .99% revealed by RAPD-PCR or 2 .75% by ISSR-PCR of
the total one. It also showed that the genetiC variation among samples within a population was the prinCipal
Component，whiCh aCCounted for more than 96% of the total one at P < 0. 000 1 assayed by the both markers .
AM0VA results suggested that there was no signifiCantly genetiC diversity among the three populations of
C . ectenes，and this was Confirmed by Neighbor-Joining dendrogram ConstruCted based on matriCes of pairwise
Nei’s genetiC distanCes among samples . Although the pairwise Nei’s genetiC distanCes among samples and the
Neighbor-Joining dendrogram from RAPD-PCR was not positively Correlated with those from ISSR-PCR aCCording to
the Mantel test and the Cluster analysis respeCtively，ISSR-PCR Could reveal higher polymorphism in the tested
populations .
Key words：Coilia ectenes；genetiC diversity；genetiC variation；RAPD-PCR；ISSR-PCR；AM0VA

刀鲚（Coilia ectenes）隶属于鲱形目、鲱科、鲚属，俗称刀鱼，是一种重要的经济鱼类，我国各通海河流
及沿海均有分布，以长江产量最高，但过度捕捞、水域生态环境变化及水质恶化等因素，已严重威胁到刀

鲚的渔业资源。以江苏镇江为例，1994年之前，其捕捞量一直稳定在 110 t以上，1998年已降到 20 ~ 30 t，
1999年只有 15 t；在捕捞的刀鲚中，50 g以上的个体在 1996年约占 30%，而到 1998年仅占 10%［1］，说明
个体也逐渐变小。上海的崇明县也出现类似的情况［2］。这些数据明确表明长江刀鲚渔业资源有衰退迹

象，应加强资源的保护和研究。对刀鲚渔业资源的保护，普遍建议是通过行政干预或立法的手段，限制

其捕捞时间和强制使用合法的捕捞工具来达到其目的［1 - 4］。但已衰退的刀鲚渔业资源在有效的保护

后，能否恢复？这将涉及刀鲚的种群生物学问题。刘文斌［5］曾对中国鲚属 4种鱼的同工酶谱和形态作
了比较研究，马春艳等［6］也利用随机扩增多态 DNA（random amplified polymorphism DNA，RAPD）技术分析
了长江口刀鲚单个群体的遗传多样性，但对刀鲚种群的遗传结构等种群生物学问题，人们还缺乏足够的

了解。同时基于 ISSR-PCR（inter-simple sequenCe repeat PCR，ISSR-PCR）这种分子标记的高重复性与稳定
性及更强的特异性［7，8］，以及在植物方面的广泛应用［8 - 12］，而在水产动物中较少利用的现实［13 - 17］，我们

选用 RAPD-PCR与 ISSR-PCR遗传标记技术对 2002年和 2003年 3次采集的 52个刀鲚样品进行群体遗
传结构的分析，探讨产生变异的可能原因，为长江口刀鲚种质资源的保护和恢复提供理论依据和指导作

用，同时还比较了该两种技术在刀鲚种群遗传学研究中存在的可能优、缺点。

1 材料与方法

1.1 实验样品
实验用的刀鲚（Coilia ectenes）样本由中国水产科学院东海水产研究所提供。样品数量为 52个，其

中 2002年分两次采集，共 32条，第一次 19条（群体 1），于 2002年 4月 16日采集于长江口横沙岛；第二
次 13条（群体 2），于 2002年 5月 14日采集于长江口崇明岛。2003年 4月于长江口崇明岛采集一次，共
20条（群体 3）。样品体长在 22 ~ 25 Cm、体重在 50 ~ 80 g范围内。

1.2 肌肉组织的 DNA提取
肌肉组织的 DNA提取参照文献［18］。提取的 DNA经 70%的乙醇洗涤，干燥，先加入 100!L TE（10
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mmol / L Tris-HCl，1 mmol / L EDTA，pH 8. 0）溶解，再加入 25 mg / mL 的 RNA 酶 A 溶液（无 DNA 酶活性）
2!L，于 37 ℃温浴 1 h，然后置于 4 ℃冰箱保存备用。

1.3 RAPD-PCR扩增反应
RAPD-PCR在日本 ASTEC 公司生产的 PC-701 型 PCR 扩增仪上进行。25!L PCR 反应体系包括

2 .5!L PCR扩增缓冲液（100 mmol / L KCl，80 mmol / L（NH4）2S04，100 mmol / L Tris-HCl，pH9.0，2 .0 mmol / L
MgCl2），1!L 2.5 mmol / L dNTPs，1!L 5!mol / L引物（上海生工生物工程技术服务有限公司），50 ng基因组

DNA，1 U Taq DNA聚合酶（上海生工生物工程技术服务有限公司）［19］。80条随机引物经筛选，其中 15
条（表 1）可以成功地用于 RAPD-PCR扩增。扩增反应程序为：94 ℃预变性 5 min，然后按 94 ℃变性 45 s、
36 ℃退火 45 s和 72 ℃延伸 90 s进行 45个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。

表 1 RAPD-PCR扩增反应中所筛选的随机引物序列及在刀鲚各群体中的扩增条带数
Tab.1 The sequence of random primer chosen for RAPD-PCR，and the amplified bands

in the three populations of !oi$ia ec(enes

引物
引物序列

（5’→3’）
多态性条带数 /总条带数

群体 1 群体 2 群体 3
S5 TGCGCCCTTC 4 / 6 4 / 6 6 / 7
S20 CGGACCCTTA 5 / 6 5 / 6 5 / 6
S29 GGGTAACGCC 5 / 9 3 / 9 5 / 9
S31 CAATCGCCGT 4 / 6 4 / 6 4 / 6
S67 GTCCCGACGA 0 / 2 0 / 2 1 / 2
S73 AAGCCTCGTC 2 / 4 2 / 5 5 / 5
S126 GGGAATTCGG 5 / 7 6 / 8 6 / 7
S329 CACCCCAGTC 1 / 3 1 / 3 3 / 6
S339 GTGCGAGCAA 2 / 8 1 / 7 2 / 8
S7 GGTGACGCAG 6 / 9 5 / 9 7 / 10
S13 TTCCCCCGCT 5 / 10 6 / 10 6 / 10
S38 AGGTGACCGT 6 / 10 3 / 9 7 / 10
S425 ACTGAACGCC 4 / 7 2 / 7 5 / 7
S429 TGCCGGCTTG 4 / 7 4 / 7 4 / 6
S501 TGCGGGTCCT 7 / 9 4 / 8 5 / 9
Total 60 / 103 50 / 102 71 / 108

1 .4 ISSR-PCR扩增反应
ISSR-PCR仍在上述 PCR 扩增仪上进行。25!L PCR 反应体系包括 2 . 5!L 10 × PCR 缓冲液

（100 mmol / L KCl，80 mmol / L（NH4）2S04，100 mmol / L Tris-HCl，pH 9. 0，2 . 0 mmol / L MgCl2），100!mol / L
dNTPs，0 .2!mol / L寡核苷酸 ISSR引物（加拿大 British Columbia大学），1 U Taq DNA聚合酶（上海生工生
物工程技术服务有限公司），50 ng模板 DNA［13］。扩增反应程序为：94 ℃变性 3 min，接着 45个循环包括
94 ℃变性 45 s、48 ~ 52 ℃退火 45 s和 72 ℃延伸 1 .5 min，最后在 72 ℃延伸 7 min（1个循环）。在 100条
引物中 11条（表 2）可产生稳定重复的条带。

1.5 PCR扩增产物的电泳
PCR扩增产物的电泳参照文献［18］。

1.6 数据处理
由 RAPD-PCR及 ISSR-PCR图谱中统计出共有带和特征带后，可以通过以下公式计算出存在于类群

间或类群内的多态性：多态性（P）=（总带数 -共有带数）/总带数［20］。Shannon多样性指数可以通过公
式 H = -∑Pi log2Pi（Pi 为位点 i 在群体中的出现频率）来计算［21］。
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表 2 ISSR-PCR扩增反应中所筛选的引物序列、反应退火温度及在刀鲚各群体中的扩增条带数
Tab.2 The sequence of primer chosen for ISSR-PCR，the annealing temperature in PCR reactions，

and the amplified bands in the three populations of !oi$ia ec(enes

引物 引物序列（5’→3’） 退火温度（℃）
多态性条带数 /总条带数

群体 1 群体 2 群体 3
UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 52 2 / 4 0 / 4 1 / 4
UBC835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 50 3 / 4 1 / 4 1 / 4
UBC845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 52 7 / 8 7 / 8 7 / 8
UBC868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 50 5 / 6 4 / 6 4 / 6
UBC899 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 50 7 / 10 7 / 10 7 / 10
UBC840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 48 4 / 6 4 / 6 5 / 6
UBC844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 52 2 / 5 1 / 5 3 / 6
UBC866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 48 4 / 6 6 / 6 4 / 6
UBC876 GATAGATAGACAGACA 50 5 / 5 3 / 5 3 / 5
UBC895 AGAGTTGGTAGCTCTTGATC 50 3 / 7 2 / 7 3 / 7
UBC900 ACTTCCCCACAGGTTAACACA 52 3 / 5 3 / 5 3 / 5
Total 45 / 66 38 / 66 41 / 67

注：Y =（C / T），R =（A / G）

将出现的带记为 1，未出现的带记为 0，利用 RAPDistanCe软件［22］计算 Nei遗传距离［23］并生成遗传
距离矩阵，利用 AM0VA软件［24］进行群体内、群体间的遗传分析，其中群体 1和群体 2因是同一年（2002
年）一个月时间内采集的样品，定为一组，旨在探明同一年内短时间内的样品有没有群体分化。而群体

3因是 2003年采集的，独立为另一组。同时，还利用 MEGA2软件［25］对 Nei遗传距离进行 Neighbor-Joining
聚类分析以及利用 Mantel和 STATISTICA软件对两种标记技术获得的结果进行相关性分析。

2 结果

2.1 刀鲚 DNA的提取
通过 SDS和蛋白酶 K的消化，自刀鲚的肌肉组织中获得的 DNA，经电泳检测，其大小大于 23 kb，经

紫外分光光度计检测，其 0D260 / 0D280比值在 1 . 7 ~ 2 . 0范围内。说明提取的 DNA是可以进行后续的工
作。

2.2 RAPD-PCR结果分析
利用 RAPD-PCR分子标记技术，15个随机引物在刀鲚 3个群体中共检测到 110条带，49%以上的条

带呈多态性（表 1和图 1），其中群体 3的多态性最高，达 0 .657，同时该群体的 Shannon多样性指数及 Nei
平均遗传距离也最大，分别为 22 .38及 0 .145 4（表 3），说明相对群体 1与群体 2来说，该群体的个体之
间遗传变异较大。群体 2 的多态性、Shannon 多样性指数及 Nei 平均遗传距离分别为 0 . 490、18 . 63 和
0 .119 5，是这 3个群体中最小的。

图 1 引物 P13在 3个群体中的 RAPD-PCR扩增图谱
Fig.1 An example of RAPD-PCR pattern in Coilia ectenes amplified with primer P13
图中的数字分别是不同群体的样品编号，M是 GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus
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表 3 刀鲚三个群体的 Shannon多样性指数、Nei平均遗传距离及多态性
Tab.3 Shannon’s inde/ diversity，mean Nei’s genetic distance and percentage of polymorphism

in the three populations of !oi$ia ec(enes

群体

香农多样性

指数

RAPD ISSR

Nei遗传距离平均数
士标准误差

RAPD ISSR

多态性百分数

（%）

RAPD ISSR

平均每个引物

出现的带数

RAPD ISSR
群体 1 20 .44 13 .66 0 .130 9 士 0.026 8 0 .146 7 士 0.038 2 58.25 68 .18 6 .87 6 .00
群体 2 18 .63 11 .96 0 .119 5 士 0.028 5 0 .129 6 士 0.037 5 49.02 57 .58 6 .80 6 .00
群体 3 22 .38 11 .56 0 .145 4 士 0.037 8 0 .116 9 士 0.032 0 65 .74 61 .19 7 .20 6 .09

刀鲚 3个群体 RAPD图谱的 AM0VA分析结果（表 4）表明，按采样时间将这 3个群体分成的两年之
间的遗传变异占总方差的 - 3.35%，但是这种差异极端不显著（P = 0 .669 3），而群体内各个体之间的遗
传变异是总变异的主要组成部分，占 96 .35#，结果极端显著（P < 0.000 1）。

表 4 刀鲚 3个群体 52个样品 RAPD-PCR及 ISSR-PCR图谱的 AEOGA分析结果
Tab.4 Analysis of molecular variance（AEOGA）for 52 individuals sampled from the

three populations of !oi$ia ec(enes using RAPD-PCR 110 and J7 ISSR-PCR bands

变异来源 自由度 离差平方和 均离差平方 方差组分
占总方差的

百分数% !统计 P-值

RAPD-PCR
年间 1 0.100 3 0 .100 - 0.002 3 - 3.35 !CT = - 0.033 0 .669 3
年内群体间 1 0.141 8 0 .142 0 .004 9 6 .99 !SC = 0 .068 < 0.000 1
群体内个体间 49 3.276 1 0 .067 0 .066 9 96.35 !ST = 0 .036 < 0.000 1
总计 51 3.518 2

ISSR-PCR
年间 1 0.118 9 0 .119 0 .000 75 1 .10 !CT = 0 .011 < 0.000 1
年内群体间 1 0.094 4 0 .094 0 .001 87 2 .75 !SC = 0 .028 0 .104 4
群体内个体间 49 3.208 7 0 .065 0 .065 48 96.15 !ST = 0 .039 < 0.000 1
总计 51 3.422 0

2 .3 ISSR-PCR结果分析
在刀鲚 3个群体的 ISSR-PCR扩增图谱中（图 2），11个引物共出现 67条带（表 2）。与 RAPD结果一

致，群体 3也是出现条带最多的，共 67条。平均每个引物出现的带数比 RAPD-PCR扩增图谱略少（表
3）。其中群体的多态性百分数、Shannon多样性指数及平均 Nei遗传距离以群体 1为最大，分别为0 .682、
13 .66和 0 . 1467，而群体 3最小。同时，ISSR-PCR图谱的 AM0VA分析结果与 RAPD-PCR的也一致（表
4），即按采样时间将这 3个群体划分成的两年之间的遗传变异只占总变异的 1 . 1%（P < 0 .000 1），而群
体内各个体之间的遗传变异是群体变异的主要组成部分，占总变异的 96 .15#（P < 0.000 1）。

图 2 引物 UBC900在 3个群体中的 ISSR-PCR扩增图谱
Fig.2 An example of ISSR-PCR pattern in Coilia ectenes amplified with primer UBC900
图中的数字分别是不同群体的样品编号，M是 GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus
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2.4 刀鲚 3个群体的聚类分析
在获得 3个群体 52个样品的 Nei遗传距离后，我们利用 MEGA2程序对其进行 Neighbor-Joining的聚

类分析，结果见图 3。Mantel检测结果表明 RAPD-PCR与 ISSR-PCR产生样品之间的 Nei遗传距离很不一
致（r = 0 .119，g = 1 .549 < g0.05），但聚类图显示出 3个群体不同样品之间并不能按采集的时间分别聚集
在同一个支序中，尽管在 ISSR-PCR结果中有明显的群体遗传分化迹象，但与在同一时间内所采集的样
品群体并不吻合（图 3）。在 AM0VA分析结果的基础上，聚类图再次清楚地显示了刀鲚 3个群体内各样
品之间的遗传变异较大，不仅两年之间采集的样品没有明显的群体分化，同一年一个月内两次采集的各

群体之间也没有明显的群体分化。

图 3 基于 Nei遗传距离的刀鲚 3个群体 Neighbor-Joining聚类图
Fig.3 Dendrogram of the three Coilia ectenes populations ConstruCted using Neighbor-Joining

method based on matriCes of pairwise Nei’s genetiC distanCes
每个样品的第一位数字代表所属群体，后面的两位数字是样品的系列编号

3 讨论

3.1 刀鲚的种群遗传结构及遗传变异分析
在利用 RAPD-PCR和 ISSR-PCR标记技术对 2002年及 2003年 3次采集的 52个刀鲚样品的遗传多

样性与遗传变异分析后，可知这 3个群体的多态性平均为 0 . 577（RAPD-PCR）或 0 . 623（ISSR-PCR），与已
报道利用 RAPD-PCR分析的结果非常一致［6］。在洄游性鱼类中，刀鲚与东方!属（Fugu spp.）的多态性
（0 .567）［26］相近，但比中华鲟（ Acipenser sinensis）的多态性（0 . 430）［27］高得多。AM0VA和聚类分析结果
（表 4与图 3）同时说明同一年内群体之间没有明显的遗传分化（占总变异的 2 . 75% ~ 6. 99%）及在聚类
图中不能对应相应的支序，两年之间的样品群体分化也不明显（占总变异的 - 3.35% ~ 1.1%），3个群体
的遗传变异极度显著地来自群体内个体之间（占总变异的 96%），52个样品并非按采集时间的群体分布
于聚类图中的各支序中。我们认为这可能主要由刀鲚的生活及繁殖方式所决定的。

刀鲚系洄游性鱼类，每年春、夏季由海入江河作生殖洄游，在长江上游干支流或湖泊的缓流区产卵。

由于产卵地点的选择余地相对较少，使得在一定范围内不同地理群体的刀鲚可能在同一地点或相对较

近的区域产卵和受精，增加了群体外交配的可能性。这种生活及繁殖方式增加了长江口刀鲚各群体之

间的基因交流机会，导致了一次所采集到的群体内各样品之间存在着较大的遗传变异，而在相对不太长
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的时间内（如本文中的两年）所采集到的群体遗传分化程度相对较小。因生活及繁殖方式所增加的基因

交流机会，也导致刀鲚遗传多样性维持在一定的高水平。

由于缺乏对刀鲚以前种群遗传结构分析的资料，目前还很难判断刀鲚种质资源因自然环境及过度

捕捞等压力而遭到破坏的程度，但这些压力肯定对刀鲚的繁殖及迁徙不利，从而影响种群的遗传结构以

降低其遗传多样性。我们也相信，若尽快减轻这些压力，对刀鲚的渔业资源乃至种质资源的恢复与保护

都是很有利的。

3.2 RAPD-PCR和 ISSR-PCR标记技术的比较分析
利用 RAPD-PCR及 ISSR-PCR两种标记技术获得刀鲚群体的多态性、平均 Nei遗传距离、Shannon多

样性指数等结果，尽管局部分析，相关性不是很明显，但从整体来说，通过 STATISTICA软件分析可知，呈
显著正相关（r = 0 .95，P < 0.05）。AM0VA结果也显示利用这两种标记技术证明群体内各个体之间的遗
传变异占总变异的 96%以上。这些都体现出两种技术所获得的主要结果是相对一致的。

Mantel检测结果表明刀鲚 RAPD-PCR与 ISSR-PCR产生各样品之间的 Nei遗传距离很不一致，聚类
分析也支持这一判断（图 3），只有群体 2 内各个体之间的 Nei 遗传距离表现出一定的正相关性（r =
0 .373，g = 1 .955 > g0.05）。在其它生物体例如水稻的研究中，钱韦等［9］发现，在海南与云南两地具有长期
地理隔离的地方采集的样品，两种技术结果的聚类分析极度正相关（r = 0 . 917，g = 12 . 789 > g0.01），但在
各地区内，群体的遗传分化程度小，两种技术的聚类分析结果难以呈正相关（r < 0 . 20）。Mattioni等［28］也
在智利产的假山毛榉属（Nothofagus）研究中证实 3个不同种间 RAPD-PCR与 ISSR-PCR技术结果的聚类
分析极度正相关，但在种内不同群体之间的聚类分析存在着不同的结果。本文中，我们采集的样品都来

自于长江口，正如上述分析的那样，群体的遗传分化不明显，以至两种技术结果的聚类分析难以吻合。

在这种情况下如果增加 RAPD-PCR与 ISSR-PCR标记的数量，则有可能会在这两种技术之间获得比较一
致的结果［9］。我们推测如果采集的样品分别来自不同的出海口，因长期的地理隔离等因素产生了一定

的群体分化，两种技术结果的聚类分析也可能会一致，有关这方面的分析有待于进一步完善。

ISSR-PCR技术是在 SSR的 3’端或 5’端锚定 1 ~ 4个简并碱基，使基因组上只有那些与锚定的核苷
酸匹配的位点才能被靶定，避免了 SSR在基因组的滑动，从而大大提高了 PCR扩增的专一性［7，8］。所以
在群体 1和群体 2中，利用 ISSR-PCR标记技术检测到的多态性比 RAPD-PCR的高（表 3），利用 ISSR-PCR
标记技术获得的 3个群体多态性平均值为 0 . 6232，比利用 RAPD-PCR技术所获结果高约 5%，这点在其
它物种的研究中也得到证实［8，9，28］，这也是 ISSR-PCR标记技术在物种遗传多样性、群体遗传学等方面更
具有潜在研究价值的一个主要原因。在平均每个引物出现的带数中，我们发现 ISSR-PCR比 RAPD-PCR
标记技术的少（表 3），是由于我们只利用琼脂糖凝胶电泳来分析结果，若改用聚丙烯酰胺凝胶电泳，因
它的分辨率较高，估计出现的条带一定比目前的结果更理想。这也是我们的工作需要进一步完善的地

方。
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